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(54) Reinigung von DNA durch Cross-Flow-Filtration 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reini- 
gung oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in 
einer Losung, wobei man die Nucleinsaure enthaltende 
Losung tangential an einer oder mehreren semiper- 
meablen Membranen vorbeileitet, so daf3 die Nuclein- 
saure-MolekQIe von den Membranen zurQckgehalten 
werden und Substanzen mit einem geringeren Moleku- 
largewicht durch die Membranen durchtreten konnen 
oder/und an der Membran adsorbiert werden und man 
eine gereinigte oder/und konzentrierte Nucleinsaure- 
Losung erhalt. In derselben Weise wird zur Abtrennung 
von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Praparation 
verfahren. Weiter betrifft die Erfindung die Verwendung 
einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur Reinigung 
oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in einer 
Losung sowie zur Abtrennung von Endotoxinen aus 
einer Nucleinsaure-Praparation. Ferner die Verwen- 
dung der mit der Cross-Flow-Filtration gereinigten 
oder/und konzentrierten Nucleinsauren zum Klonieren, 
zur Transformation, zur Transfektion, zur Mikroinjektion 
in Zellen, zur Verwendung bei Verfahren der Genthera- 
pie oder/und zur Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung oder/und zur Kbnzentrierung von Nucleinsauren in 
einer Losung, ein Verfahren zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Praparation sowie die Verwen- 

5 dung einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur Reinigung oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in einer 
Losung und zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Praparation. 

Im Bereich der Molekularbiologie sind Nucleinsaure-Aufreinigungsverfahren gebrauchliche Methoden. In aus dem 
Stand der Technik bekannten Verfahren wird z. B. das gewonnene biologische Material, beispielsweise E.coli Bakteri- 
enzellen, nach dessen AufschluB (ublicherweise Lyse mit Lysozym oder Ultraschall) abzentrifugiert und der Uberstand 
10 wird mit Phenol ausgeschiittelt. AnschlieBend wird an einem Casiumchlorid-Gradienten eine Ultrazentrifugation durch- 
gefuhrt (Bimboim & Doly, Nucl. Acid Res. 7 (1979) 1513 - 1523, Garger et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 117 
(1983) 835-842). Derartige Praparationen enthalten jedoch im allgemeinen als Verunreinigungen bakterielle Endoto- 
xine, Phenol, Casiumchlorid und/oder Ethidiumbromid. 

Endotoxine sind Bakterientoxine, die bei alien Enterobacteriaceae, z. B. Salmonella, Shigella und E.coli zu finden 

15 sind. In Saugern wirken Endotoxine als Pyrogen und rufen neben Fieber zahlreiche weitere pathologische Wirkungen 
hervor. Fur die toxische Wirkung der Endotoxine ist insbesondere der Bestandteil Lipid A verantwortlich. 

Ein anderes Verfahren zur Aufreinigung von Nucleinsauren ist im QIAGEN® Plasmid-Handbook (Qiagen Inc., 
Chatsworth, USA) und der EP-B 0 268 946 beschrieben. Danach wird das nach ublichem AufschluB gewonnene Zell- 
Lysat an QIAGEN®-TIR welches QIAGEN® resin (ein TrSgermateral auf Silicagelbasis) enthalt, chromatographiert. 

20 Der Nachteil dieses Verfahrens ist, daB DNA-Bindeproteine nicht vollstandig von der DNA abgelost werden, so daB die 
erhaltene Plasmid-Praparation Proteine und insbesondere Endotoxine (z. B. aus der Membran der E.coli-Zelle) in 
betrachtlichem Umfang enthalt. 

In einem weiteren Nucleinsaure-Aufreinigungsverfahren wird nach alkalischer Lyse des biologischen Materials, 
beispielsweise E.coli-Zellen, nach Birnboim & Doly eine Chromatographic des ZentrifugationsLiberstandes, unter 

25 Hochsalzbedingungen Liber Anionentauschersaulen (z. B. Mono-Q, Source-Q von Pharmacia, Macroprep-Q von Bio- 
rad, Poros-Q von Perspektive Biosystems oder HyperD-Q von Biosepra, vgl. Chandra et al., Analyt. Biochem. 203 
(1992) 169-172; Dion et al., J. Chrom. 535 (1990) 127-147) durchgefuhrt. Auch nach diesem Reinigungsschritt enthalt 
die Plasmid-Praparation noch Verunreinigungen wie Proteine und insbesondere in betrachtlichem Umfang Endotoxine. 
In noch einem weiteren Verfahren zur Aufreinigung von Nucleinsauren wird nach alkalischer Lyse und anschlieBen- 

30 der Phenol-Chloroform-Extraktion eine Chromatographie Liber Gelf iltration durchgefuhrt (McClung & Gonzales, Analyt. 
Biochem. 1 77 (1989) 378-382; Raymond et al.. Analyt. Biochem. 173 (1988) 124-133). Auch dieses Reinigungsverfah- 
ren kann die Verunreinigungen nicht vollstandig aus der Plasmid-Praparation entfernen. 

Den genannten Aufreinigungsmethoden ist ein abschlieBender Entsalzungs- und Konzentrierungsschritt gemein- 
sam. Ublicherweise wird dabei eine Isopropanol/Ethanol-Failung der Nucleinsaure mit anschieBender Zentrifugation 

35 und Resuspension des Nucleinsaure Pellets in Puffer angewendet (vgl. z. B. Sambrook J. et al. (1989), Molecular Clon- 
ing; A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press). Hierbei wird beispielsweise eine DNA- 
LOsung mit 1/10 Volumen 4 M UCI und anschlieBend mit 0,7 Volumen Isopropanol bei Raumtemparatur versetzt. 
AnschlieBend wird der sich bildende Niederschlag der Nucleinsaure abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das 
Pellet, das die Nucleinsaure enthalt, wird in einem folgenden Schritt in 70%igem Ethanol aufgenommen, nochmals zen- 

40 trifugiert, der Uberstand wird verworfen und nach Trocknung des Pellets wird dieses in einem gewtinschten Puffer 
resuspendiert. Die Isopropanol/Ethanol-Failungsmethode ist jedoch nur fur Anwendungen im Labor praktikabel, wo mit 
relativ kleinen Volumina gearbeitet wird. 

Abgesehen von der Beschrankung auf Weine Volumina hat die beschriebene Isopropanol/Ethanol-Failungsme- 
thode noch weitere erhebliche Nachteile. So ist es aus Grunden der Betriebssicherheit und des Umweltschutzes sehr 

45 ungunstig, die im industriellen ProzeBmaBstab nOtigen Isopropanol/Ethanol-Volumina zu verwenden. AuBerdem erfullt 
die Isopropanol/Ethanol-Failungsmethode nicht die technischen Voraussetzungen, urn therapeutisch verwendbare 
NuWeinsauren bereitzustellen, da in der Nucleinsaure-LOsung enthaltene Endotoxine mit dieser Methode nicht vollstan- 
dig entfernt werden kOnnen. 

In der WO 95/21 1 77 wird ein Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nucleinsauren fur den Einsatz in der Gen- 
50 therapie beschrieben, wobei die Reinigung im wesentlichen durch Zentrifugieren, Filtrieren, eine Affinitatschromatogra- 
phie Oder eine Chromatographie an einem anorganischen Chromatographiematerial und eine Chromatographie an 
einem lonenaustauscher erfolgt. Zur Abreicherung von Endotoxinen wird die Nucleinsaure mit einem "Endotoxin Rem- 
oval Buffer", der 10 % Triton® X 100 und 40 mmol/l MOPS-Puffer (3-Morpholino-1 -Propansulfonat) enthalt, behandelt. 
Ein Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, daB die auf diese Weise gereinigte Nucleinsaure Verunreinigungen der 
55 pharmakologisch nicht unbedenWichen Substanzen Triton® und MOPS enthalt. AuBerdem kann zwar eine Abreiche- 
rung von Endotoxinen auf einen Gehalt von ca. 100 EU/mg DNA erreicht werden (QIAGEN News 1 -96, 3-5), eine wei- 
tergehende Entfernung von Endotoxinen ist jedoch nicht mOglich. FLir eine therapeutische Anwendung, wie sie 
beispielsweise fur die Gentherapie vorgesehen ist, werden jedoch Nucleinsaure-Praparationen mit noch hfiherer Rein- 
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heit benOtigt, die mOglichst frei von alien Verunreingungen (insbesondere weitestgehend frei von Endotoxinen) sind. 

Vor allem der Endotoxingehalt von Plasmid-DNA-Praparationen stellt bisher ein nicht gelOstes Problem dar, wie bei- 

spielsweise von Cotlen et al., Gene Therapy 1 (1994) 239 - 246 beschrieben wurde. 

In EP-A 96 101 628.4 wird vorgeschlagen, Nucleinsdure-Praparationen uber Anionenaustauscher mittels eines 
5 Hochsalzgradienten zu reinigen, um Nucleinsaure-Losungen zu erhalten, die einen Proteingehalt von weniger als 0,1 

% haben, frei von Verunreinigungen, wie etwa Ethidiumbromid, Phenol, Casiumchlord und Detergenzien sind und die 

weitgehend frei von Endotoxinen sind. 

Aus dem Stand der Technik sind somit weder Verfahren bekannt, die es ermOglichen groBe Nucleinsauremengen 

zu reinigen oder zu konzentrieren, noch sind Verfahren bekannt, mit denen Nucleinsauren in groBen Mengen und in 
10 hochreiner Form, insbesondere frei von Endotoxinen, die fur eine therapeuthische Verwendung geeignet sind, bereit- 

zustellen. 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe war es daher, ein Reinigungs- und Kbnzentrationsver- 
fahren bereitzustellen, das es auf einfache Weise ermoglicht, Nucleinsauren in groBen Mengen aufzureinigen. Eine 
weitere der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, die Konzentration an Endotoxinen in 

15 einer Nucleinsaure-PrSparation soweit zu reduzieren, daB sie fur den therapeutischen Einsatz geeignet ist. 

In einem ersten Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Reinigung oder/und zur Kbnzentrierung 
von Nucleinsauren in einer Losung, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB die Nucleinsaure enthaltende LOsung 
tangential an einer oder mehreren semipermeablen Membranen vorbeigeleitet wird, so daB die Nucleinsaure-Molekule 
von den Membranen zuruckgehalten werden und Substanzen mit einem geringeren Molekulargewicht durch die Mem- 

20 branen durchtreten konnen, wobei eine gereinigte oder/und konzentrierte Nucleinsaure-LOsung erhalten wird. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Abtrennung von Endotoxinen aus 
einer Nucleinsaure-Praparation, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB die Nucleinsaure enthaltende Preparation 
tangential an einer oder mehreren semipermeablen Membranen vorbeigeleitet wird, so daB die Nucleinsaure-Molekule 
von den Membranen zuruckgehalten werden und Substanzen mit einem geringeren Molekulargewicht durch die Mem- 

25 branen durchtreten konnen oder/und von der Membran adsorbiert werden, wobei eine im wesentlichen endotoxinfreie 
Nucleinsaure-Losung erhalten wird. 

Es wurde nun festgestellt, daB sich mit dem Verfahren der vorliegenden Erfindung unter Verwendung einer Cross- 
Flow-Filtrationsanlage Nucleinsaure-LOsungen reinigen und konzentrieren lassen. Uberraschend und neu istdabei ins- 
besondere, daB die Nucleinsauren durch die Cross-Flow-Filtration (CFF) nicht geschadigt werden. Man ging bisher 

30 immer davon aus, daB die bei der CFF auftretenden Scherkrafte zu Schadigungen von Nucleinsauren, insbesondere 
zu StrangbrQchen fiihren warden. Deshalb wurde die CFF bisher nur zur Konzentrierung und Diaf iltration von Proteinen 
eingesetzt. AuBerdem konnen mit dem Verfahren der Erfindung nicht nur Nucleinsauren in groBen Mengen und 
gewunschter Reinheit erhalten werden, sondern das Verfahren der vorliegenden Erfindung vermeidet auch die Verwen- 
dung von organischen LOsungsmitteln, was in toxikologischer Hinsicht sowie unter Sicherheits- und Umweltaspekten 

35 von groBem Vorteil ist. 

Uberraschenderweise wurde daruber hinaus festgestellt, daB mit dem Verfahren der vorliegenden Erfindung auch 
Nucleinsaure-Praparationen gewonnen werden kOnnen, die weitgehend von Verunreinigungen, insbesondere von 
Endotoxinen, befreit sind, so daB sie in therapeutischen Verfahren oder Anwendungen eingesetzt werden konnen. 
Damit lost das vorliegende Verfahren ein Problem, das durch den stark steigenden Mengenbedarf an therapeutisch ein- 

40 setzbaren Nucleinsauren, insbesondere an therapeutisch einsetzbarer DNA entstanden ist und erwartungsgemaB in 
Zukunft weiter ansteigen wird. 

Mit dem Verfahren der vorliegenden Erfindung werden lineare oder zirkuiare Nucleinsauren, vorzugsweise Plas- 
mid-DNA und am meisten bevorzugt zirkuiare Plasmid-DNA gereinigt oder/und konzentriert. Die GroBe der Nuclein- 
saure liegt dabei vorzugsweise im Bereich von s 150 Basenpaaren, besonders bevorzugt im Bereich von 1 kbp - 200 

45 kbp. Die Nucleinsaure kann in dem erfindungsgerndBen Verfahren chargenweise gereinigt oder/und konzentriert wer- 
den, vorzugsweise wird das Verfahren kontinuierlich durchgefuhrt. Jede VoiumengrOBe kann prozessiert werden, wobei 
vorzugsweise eine LOsung mit einem Volumen von 1 bis 1 0.000 1, besonders bevorzugt mit 1 - 100 1 aufgearbeitet wird. 
Die die Nucleinsauren enthaltende LOsung wird unter geeigneten Druckbedingungen an der oder den Membranen vor- 
beigeleitet, wobei der Qberstromdruck vorzugsweise grOBer als der Transmembrandruck ist. Besonders bevorzugt wird 

so unter einem Transmembrandruck von 0,2 bis 3,0 bar, am meisten bevorzugt von 0,8 - 1,5 bar gearbeitet, wobei der 
Qberstromdruck grOBer als der Transmembrandruck ist. Die Retentatf lieBrate (RF) kann uber einen weiten Bereich vari- 
iert werden, vorzugsweise wird mit einer RF von 100 l/h • m 2 bis 4.000 l/h • m 2 gearbeitet. Das Verfahren kann auch bei 
variierenden Temperaturen durchgefuhrt werden, vorzugsweise wird in einem Temperaturbereich von 4° C - 25° C 
gearbeitet. 

55 Um die Nucleinsauren enthaltende LOsung von niedermolekularen Verunreinigungen und insbesondere von Endo- 
toxinen zu trennen, werden gebrauchliche Membranen, wie etwa Membranen aus Polyethersulfon (PES) modifiziertem 
PES, Polyvinylidendifluorid (PVDF), Cellulosetriacetat oder regenerierter Cellulose verwendet. Ebenfalls fur das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren geeignet sind Hohlfaserwickelmodule. Vorzugsweise werden Membranen mit einer Aus- 
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schluBgrOBe von 1 -1000 Kilodalton (kD), mehr bevorzugt von 10 - 300 kD und am meisten bevorzugt von 10 - 100 kD, 
verwendet. Der Endotoxinabreicherungsfaktor (Endotoxingehalt der Nucleinsaure-Praparation vor Cross-Flow-Filtra- 
tion zu Endotoxingehalt der Nucleinsaure-LOsung nach Cross-Flow-Filtration), der in dem vorliegenden Verfahren 
erreicht wird, betragt dabei mindestens 10:1, vorzugsweise mindestens 200 : 1. Der Endotoxingehalt der LOsung ist 
nach der Cross-Flow-Filtration sehr gering, er betragt vorzugsweise < 0,1 EU/mg Nucleinsaure. Die in dem vorliegen- 
den Verfahren erhaltenen Nucleinsauren sind im wesentlichen unbeschadigt und weisen im wesentlichen keine Einzel- 
oder Doppelstrangbruche auf. 

Insbesondere zeigt eine erfindungsgemaB gereinigte Plasmid-DNA nach gelektrophoretischer Auftrennung nur 
eine dominante Bande, die der Kbnformation "Covalently Closed Circle" entspricht. Des weiteren sind neben geringen 
Anteilen der Konfbrmationen "Open Circle" und "Linearized Circle" keine weiteren Banden vorhanden. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erf indung die Verwendung einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur 
Reinigung oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in einer LOsung. 

In noch einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung einer Cross-Flow-Filtrationsan- 
lage zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Praparation. 

In noch einem weiteren Aspekt betrifft die vorhergehende Erfindung die Verwendung der mit der Cross-Flow-Filtra- 
tion gereinigten oder/und konzentrierten Nucleinsauren zum Klonieren, zur Transformation, zur Transfektion, zur Mikro- 
injektion in Zellen, zur Verwendung bei Verfahren der Gentherapie oder/und zur Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). 

Beispiele 

In den beschriebenen Versuchen wurden Membranen des Typs "OME-GA" aus modifiziertem Polyethersulfon der 
Firma Filtron (Best-Nr. 8S 100CO1 AusschluBgrenze 100 kD), Membranen aus Celluloseacetat der Firma Sartorius 
Oder PVDF Membranen der Firma Millipore verwendet. Insbesondere zur Endotoxinabtrennung wurde eine Membran 
mit der AusschluRgrenze von 100 Kilodalton verwendet. Zur ClberprOfung der Abtrennung von Endotoxinen wurden als 
AufstocWosung E-Toxate® der Firma Sigma (Bestell-Nr.: 210) verwendet. Die Prufung auf Endotoxine erfolgte nach der 
"Festgel-Methode", in der die Zugabe einer endotoxinhaltigen LOsung zu einer Limulus-AmObozyten-Lysat-LOsung 
(LAL-Losung) eine Gelbildung des Gemisches verursacht. Der Gelbildung liegt eine in mehreren Schritten ablaufende 
Gerinnungskaskade zugrunde. 

1. Cross-Flow-Filtration (CFF) einer Plasmid-DNA-Losung 

Zur Gberprufung der CFF als Methode zur Konzentrierung von Plasmid-DNA wird ein Produktionsansatz von 2.000 
g E.coli-Biomasse durch eine Alkali-Lyse aufgeschlossen, Liber Q-Sepharose und Hydroxylapatit-Chromatographie 
prozessiert, und die erhaltene Plasmid-DNA-LOsung als Ausgangslosung in die CFF eingesetzt. 

1.1. Herstellung einer Ausgangslosung 

2.000 g feuchte E.coli Biomasse wird aus dem Fermenter in entpyrogenisierte Zentrifugenbecher abgefullt. Es wer- 
den 22,5 1 Resuspensionspuffer (50 mmol/l Tris-HCI, 10 mmol/l EDTA-Na 2 , ph 8 ± 0,2) zugegeben und mindestens 24 
Stunden bei 5 ± 4° C langsam (ca. 35 RPM) geruhrt, bis die Biomasse vollstandig suspendiert ist. Dabei wird die Tem- 
paratur der Suspension langsam auf 25° C erhOht. 

Zur Suspension werden 22,5 1 0,2 mol/l NaOH, 1 % SDS unter Ruhren mit ca. 80 RPM zugegeben und bei 25° C 
5 Minuten inkubiert. Es werden 22,5 I Kaliumacetatpuffer (3 mol/l Kaliumacetatpuffer pH 5,5) unter Ruhren zugefugt 
und die Temperatur der Biomasse mOglichst schnell auf 4° C abgesenkt. Die Biomasse wird fur 30 Minuten bei 26.000 
x g und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand, der die Plasmid-DNA errthalt, wird isoliert und Liber eine 5 urn Filterkerze War- 
filtriert. 

Im nachsten Schritt wird eine Chromatographie an Q-Sepharose durchgefuhrt. Der dekantierte ZentrifugenLiber- 
stand wird durch Zugabe von TE-Puffer (10 mmol/l Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA pH 8,5 ± 0,2) auf 49 - 50 mS/cm Leitfahig- 
keit eingestellt und auf 5 ± 4° C abgekuhlt. Die gesamte Chromatographie wird bei dieser Temperatur durchgefuhrt. Der 
Zentrifugationsuberstand wird auf die aquilibrierte Saule aufgezogen. AnschlieBend wird die Saule mit ca. 8 SV 10 
mmol/l Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA, 0,65 mol/l NaCI pH 8,5 ± 0,2 gewaschen. 

Zur Elution wird an die Saule ein Gradient (5 SV Puffer A (10 mmol/l Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA, 0,65 mmol/l NaCI 
pH 8,0 + 2), 5 SV Puffer B (10 mmol/l Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA, 0,85 mol/l NaCI pH 8,0 + 0,2)) angelegt und das Eluat 
bei einer FluBrate von 5 bis 8 SV/h fraktioniert, die Detektion erfolgt bei 254 nm. Der Vorpeak (Verunreinigungen) wird 
vom Hauptpeak (Plasmid-DNA) abgetrennt, in dem der Hauptpeak ab ansteigender Flanke in einem separaten GefaB 
aufgefangen wird. 

AnschlieBend wird eine Chromatographie an Hydroxylapatit (HA Ceramic) bei 5 ± 4° C durchgefuhrt. 
Aquilibrierungspuffer: 0,1 mol/l Kaliumphosphat, 6 mol/l Harnstoff pH 7, 0 ± 0,2. 
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Waschpuffer 1 : 0,15 mol/l Kaliumphosphat, 6 mol/l Harnstoff pH 7,0 ± 0,2. 
Waschpuffer 2: 0,02 mol/l Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 ± 0,2. 
Elutionspuffer: 0,5 mol/l Kaliumphosphat pH 7,0 ± 0,2. 

Die Detektion erfolgt bei 254 nm mit einer UV-Detektor/Schreibereinheit. Als EichlOsung wird eine 1 % ProduktlO- 
5 sung (Plasmid-DNA), vermessen mit einem kalibrierten Photometer verwendet. 

Der Q-Sepharose-Pool wird auf eine Endkonzentration von 1 ,1 mmol/l Calciumchlorid gebracht und auf die aquili- 
brierte Saule aufgezogen. 

Dann wird die Saule bei einer FluBrate von 5-8 SV/h nacheinander gewaschen mit: 

io 1.0,1 mol/l Kaliumphosphat, 6 mol/l Harnstoff pH 7,0 ± 0,2, bis am Detektor keine Absorption mehr erkennbar ist. 

2. 2-4 SV, 0,15 mol/l Kaliumphosphat. 6 mol/l Harnstoff pH 7,0 ± 0,2. 

3. 5 SV, 0,02 mol/l Kaliumphosphat pH 7,0 ± 0,2. 

Im AnschluB an die Waschschritte wird mit 0,5 mol/l Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 + 0,1 eluiert. Der Peak wird 
15 gesammelt und als Plasmid-DNA-Ausgangslosung in die CFF eingesetzt. 

1.2 Cross-Flow-Filtration 

Die Plasmid-DNA-AusgangslOsung hat eine Plasmid-DNA-Konzentration von ca. 200 ng/ml und ein Volumen von 
20 ca. 3750 ml. Die CFF wird mit einer RetentatdurchfluSrate von 100-200 l/h • m 2 , einem Transmembrandruckvon ca. 0,8 
bar und einem Uberstromdruck von ca. 1 ,2 bar durchgefuhrt. Mit Hilfe der CFF wird das Volumen auf ca. 50 ml konzen- 
triert und das Retentat anschlieGend gegen TE-Puffer ( 10 mmol/l Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA, pH 8,0) flieBend diafiltriert, 
bis die Werte fur pH und Leitfahigkeit von Retentat und TE-Puffer ubereinstimmen. Nach Beendigung des Diafiltrations- 
vorganges wird das Retentat durch Verdunnung mit Diafiltratjonspuffer auf eine Plasmid-DNA-Konzentration von 1 
25 mg/ml eingestellt. Eine Probe der erstellten Plasmid-DNA-Losung wird entnommen und diese wie unter Punkt 3.1 
beschrieben analysiert. 

2. Messung der Endotoxinabreicherung nach CFF 

30 Eine Plasmid-DNA-Losung mit einem Volumen von 1 00 ml wird mit 1 000 EU der E-Toxate® EndotoxinstandardlO- 
sung auf 10 EU/ml aufgestockt und darauf als Ausgangslosung im Experiment eingesetzt. Die LOsung wird mit TE-Puf- 
fer auf 1000 ml verdOnnt und dann mit Hilfe der CFF wieder auf das Ausgangsvolumen von 100 ml konzentriert 
(Konzentrat 1). Der Verdiinnungs- und Konzentrierungsschritt wird viermal hintereinander wiederholt. Nach jedem Kon- 
zentrierungsschritt wird aus dem jeweiligen Konzentrat eine Probe entnommen (Proben: Konzentrat 2, 3, 4, 5) und die 

35 Endotoxinkonzentration der Probe mit dem Limulus-Amobozyten-Lysat Verfahren analysiert. 

3. Eraebnisse 

3.1 CFF der Plasmid-DNA-LOsung 

40 

Die Plasmid-DNA-LOsung Ial3t sich mit Hilfe der CFF problemlos konzentrieren und diafiltrieren. Die Ergebnisse der 
Untersuchung sind in nachfolgender Tabelle zusammengefaBt. 



Parameter 


PLASM ID-DNA-Aus- 
gangslOsung (HA-Pool) 


PLASMID-DNA nach 
CFF 


Diafiltrationspuffer (TE): 
10 mmol/l Tris/HCI, 1 
mmol/l EDTA, pH 8.0 


Volumen (ml) 


3750 


505 




OD260/280 


1.89 


1.90 




Leitfahigkeit 
(mS/cm) 


26.5 


1.11 


1.11 


PH 


6.99 


7.93 


7.98 


Ausbeute (mg) 


763 


666 
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Ein Aliquot der Plasmid-DNA nach erfolgter CFF wird in verschiedenen Konzentrationen auf ein Agarosegel aufge- 
tragen. Das dargestellte Agarosegel zeigt in den Spuren 1 und 10 den DNA Langenstandard Nr. II (Fragmentgro- 
Ben:125, 564, 2027, 2322, 4361, 6557, 9416, 23130 bp) und in den Spuren 2 und 9 DNA Langenstandard Nr. Ill 
(FragmentgroBen: 125, 564, 831, 647, 1375, 1584, 1904. 2027. 3530, 4268, 4973, 5148, 21226 bp). Als Vergleichs- 
plasmid ist in Spur 3 pBR322 (4162bp) aufgetragen, das nach konventioneller Casiumchloridgradientenmethode auf- 
gereinigt wurde. Es ist bekannt, daB nach dieser Methode gereinigte Plasmid-DNA im wesentlichen Plasmid-DNA 
enthalt, die der Konformation "Covalently Closed Circle" (dominarrte "Supercoiled-Bande") entspricht. In den Spuren 4, 
5 und 6 ist die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren aufgereinigte Plasmid-DNA (pCMV-CAT) in unterschiedlichen 
Mengen aufgetragen. Die erf indungsgemaB gereinigte Plasmid-DNA zeigt wie auch die Vergleichsplasmid-DNA (Spur 
3) im wesentlichen eine dominante Bande. Diese Plasmid-DNA-Bande entspricht der Konformation "Covalently Closed 
Circle" (dominante "Supercoiled-Bande"). Dies zeigt, daB die erfindungsgemaB gewonnene Plasmid-DNA nicht 
geschadigt wird und in ihrer ursprunglichen Konformation erhalten bleibt. Somit kann ausgeschlossen werden, daB die 
Plasmid-DNA wahrend der CFF fragmentiert oder in eine unerwunschte Plasmid-DNA-Konformation iiberfuhrt wird. 




1%iges Agarosegel 



Spur 1 : DNA-Langenstandard 1 1 (Boehringer Mannheim GmbH, Kat. Nr. 236250) 

Spur 2: DNA-Langenstandard III (Boehringer Mannheim GmbH, Kat.Nr. 528552) 

Spur 3: pBR322 (0,4 ^g (Boehringer Mannheim GmbH , KatNr. 481238) 

Spur 4: pCMV-CAT nach CFF, 0. 1 9 ng (Bulk-Wirkstoff losung) 

Spur 5: pCMV-CAT nach CFF, 0.45 iig (Bulk-Wirkstofflosung) 

Spur 6: pCMV-CAT nach CFF, 0.71 ng (Bulk-Wirkstofflosung) 

Spur 7: TE-Puffer 

Spur 8: pBP.322 (0,4 |xg (Boeheringer Mannheim GmbH KatNr. 481 238) 

Spur 9: DNA-Langenstandard III (Boehringer Mannheim GmbH, Kat.Nr. 528552) 

Spur 10: DNA-Langenstandard II (Boehringer Mannheim GmbH, KatNr. 236250) 

3.2 Endotoxinabreicherung durch CFF 

Die folgende Tabelle zeigt, daB die Endotoxine bereits nach dem ersten Konzentrierungsschritt weitgehend abge- 
reinigt sind. Die weitere CFF reduziert die Endotoxinkonzentration bis zur Nachweisgrenze der Testmethode. 
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10 



15 



Probe 


Retentatvolumen [ml] 


Gemessene Endotoxin- 
konzentration im Reten- 
tat [EU/ml] 


Ausgangslosung 


100 


6-12 


Konzentrat 1 


100 


0,06-0,60 


Konzentrat 2 


100 


0,06-0,60 


Konzentrat 3 


100 


0,06-0,60 


Konzentrat 4 


100 


0,06-0,60 


Konzentrat 5 


100 


<0,06 


Diafiltrationspuffer 




<0,06 



Patentanspruche 

20 

1 . Verfahren zur Reinigung oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in einer Lfisung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nucleinsaure enthaltende LOsung tangential an einer oder mehreren semipermeablen Membranen vor- 
beigeleitet wird, so daB die Nucleinsaure-Molekule von den Membranen zuriickgehalten werden und Substanzen 
25 mit einem geringeren Molekulargewicht durch die Membranen durchtreten kfinnen, wobei eine gereinigte oder/und 
konzentrierte Nucleinsaure-LOsung erhalten wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

so daB die Nucleinsaure Plasmid-DNA ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nucleinsaure eine GrOBe von £ 150 Basenpaaren hat. 

35 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Verfahren kontinuierlich durchgefuhrt wird. 

40 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Losung mit einem Volumen von 1 - 10.000 1 aufgearbeitet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
45 dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Lfisung mit einem Volumen von 1 - 100 1 aufgearbeitet wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

so daB die LOsung unter Druck an der/den Membran(en) vorbeigeleitet wird, wobei der UberstrGmdruck grOBer als der 
Transmembrandruck ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

55 daB unter einem Transmembrandruck von 0,2 - 3,0 bar gearbeitet wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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da3 mit einer RetentatflieBrate von 100 - 4.000 l/h • m 2 gearbeitet wird. 

10. Verfahren zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Praparation, 
dadurch gekennzelchnet, 

5 daft die Nucleinsaure enthaltende Preparation tangential an einer oder mehreren semipermeablen Membranen 
vorbeigeleitet wird, so daR die Nucleinsaure-Molekule von den Membranen zuruckgehalten werden und Substan- 
zen mit einem geringeren Molekulargewichtdurch die Membranen durchtreten kOnnen oder/und von der Membran 
adsorbiert werden, wobei eine im wesentlichen endotoxinfreie Nucleinsaure-Losung erhalten wird. 

w 11. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 die Membran(en) eine AusschluBgrOBe von 1 - 1000 kD hat/haben. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10 
75 dadurch gekennzeichnet, 

daB die Membran(en) eine AusschluBgrOBe von 10 - 100 kD hat/haben. 

13. Verfahren nach einem der Anspruch 10-12, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB das Verfahren kontinuierlich durchgefiihrt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 10-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Preparation mit einem Volumen von 1 - 10.000 1, vorzugsweise 1 - 100 1 aufgearbeitet wird. 

25 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 10-14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Endotoxinabreicherungsfaktor, Endotoxingehalt der Preparation vor der Cross-Flow-Filtration (CFF) zu 
Endotoxingehalt der Losung nach der CFF mindestens 10:1 betragt. 

30 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 10-14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Endotoxinabreicherungsfaktor mindestens 200 : 1 betragt. 

35 17. Verfahren nach einem der Anspruche 10-16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Endotoxingehalt der LOsung nach der Cross-Flow-Filtration < 0,1 EU/mg Nucleinsaure aufweist. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
40 dadurch gekennzeichnet, 

daB die erhaltene Nucleinsaure im wesentlichen keine Strangbruche aufweist. 

19. Verwendung einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur Reinigung oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in 
einer LOsung. 

45 

20. Verwendung einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Prapara- 
tion. 



21. Verwendung der nach einem der vorhergehenden Anspruche gereinigten oder/und konzentrierten Nucleinsauren 
so zum Klonieren, zur Tranformation, zur Transfektion, zur Mikroinjektion in Zellen, zur Verwendung bei Verfahren der 
Gentherapie oder/und zur Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). 
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Nach Auffassung der Recherchenabteilung entspricht die vorliegende europaische 
Patentanmeldung den Vorschriften des europaischen Patentubereinkommens so wenig, 
dal3 es nicht moglich ist, auf der Grundlage einiger Patentanspruche sinnvolle Ermittlungen 
Qber den Stand der Technik durchzufuhren. 

Vollstandig recherchierte Patentanspruche: 
Unvollstandig recherchierte Patentanspruche: 
Nicht recherchierte Patentanspruche: 

' Grund fur die Beschrankung der Recherche: Obwohl Anspruch 21 sich teilweise auf ein _ 
Verfahren zur Behandlung des menschlichen/tierischen Korpers bezieht (Artikel 52(4) EPU, 

. wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbindung/Zusammensetzung. 
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